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背景
近年､肝移植は末期肝疾患に対する治療法として確立され､社会的にも受け
入れられているoわが国においては､ 1989年以降､生体移植が毎年増加を続け､
2003年には440例に達し､累計でも2600余例に連している｡また､ 1年生存率､
5年生存率もそれぞれ81.1%､ 76.7%と良好な成績が得られている】o　しかしな
がら､脳死ドナーは年間10名に満たない状況が続き､年間約2200例発生する
と推定される肝移植適応患者のうち､生体肝移植が受けられない約3/4が､移植
を受けられずに亡くなっていると考えられる｡一方､適応拡大や手術成績の向
卜は､症例数の増加及び移植待機患者の増加をもたらし､米国においては2005
年に生体､死体を合わせて6000例を超える肝移植が行われたが､同年新たに約
10000人がwaiting listに加わり､約17000人が移植を待っている状態である20
この様な世界的なドナー不足を緩和するための選択肢のlつとして心停止ドナ
ーー(Non-heart-beating-donor: NHBD)からの移植が期待されているo
現在も海外ではいくつかの施設でNHBDからの移植が行われているがト9
NHBDからの移植ではHBDからに比べ､ primarynon-function (移植後早期機能
不全) 3,619､胆汁哲滞5､拒絶反応5､胆管狭窄8等の増加､また特に心停止前に
臓器摘出に向けた管理を受けないuncontro)led NHBDからの移植ではgraft
survivalが低い等まだまだ課題も多い｡
心停止肝グラフトでは､温阻血によってミトコンドリアでの酸化的リン酸化
が阻害されATPが枯渇し10-12､ ATP､ energy charge ((ATP+0.5ADP) /
(ATP+ADP十AMP))といったenergy statusが悪化することが以前より知られて
おり12-2】温阻血に伴う様々な臓器障害の引き金となる事が報告されている｡即
ち､ ∬Pの減少に伴う∬Pase依存性ポンプの機能悪化は､肝細胞の膨化から4
類洞の狭小化を引き起こし､微小循環障害の要因となる｡それとともに細胞内
ca2ト濃度のと昇をもたらしCa2+-sensitive enzymeの活性化による細胞傷害が惹
起される4,22｡また､温阻血下でのATPの分解から生じたキサンチンが再濯流時
にキサンチンオキシダーゼによりフリーラジカルを産生し､再濯流障害を増悪
させる4,ll,2',22｡更に､肝臓に特有の事情として､その多彩な機能のほとんど全
てはATPの形での持続的なエネルギーの供給に依存しており.5､ ene,gy stalusの
悪化の影響は大きい｡これらの事から､肝グラフトのenergystatusの改善は､グ
ラフト機能向上はもとより肝細胞･組織障害の軽減効果も期待できる0
また､心停止肝グラフトに対する虚血再潜流障害は､グラフトの再酸素化
に伴って引き起こされる一連の複合的機序によってもたらされる23･24が､再潜流
早期には､括惟酸素種(reactiveoxygenspecleS. ROS)による酸化ストレスが肝
障害に大きく関与している25-270 ROSは､再酸素化を受けたキサンチンオキシ
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ダーゼ系や電子伝達系､そして冷保存再潅流によって活性化されたクッパ-細
胞から産生され27､細胞膜上のリン脂質や蛋白質､核酸などに酸化的障害をもた
らす2肖,29｡さらに､炎症反応における細胞内カスケードのメディェ一夕-として
働き､合食細胞活性化､類洞血管収縮､細胞接着分子発現を惹起させる30-〕3
その結果､類洞内皮細胞の障害や血管収縮因子と血管拡張因子の不均衡が起こ
り､微小循環障害がもたらされると考えられている34･35｡従って､ ROSを抑制
する事により､心停止ドナー肝グラフトの機能改善が図れるのではないかと期
待される｡
目的
本研究では､心停止ドナーからの肝グラフトを想定し以下のA､ Bの2種類の
実験を行い､心停止ドナーからの肝移植成績向上のための方法を開発すること
を目的とする｡
A.心停止ドナーからの肝グラフトに対する冷保存前濯流､及びどリベルジン添
加の効果の検討
心停止肝グラフトに対し､グラフト摘出と冷保存の間に酸素化されたbutrer
で一時的な潜流(冷保存前潜流)を行い､ energystatusとグラフト機能の改善が
得られるかを検討するとともに､冷保存前濯流中にどリベルジンを添加し､そ
の再濯流障害抑制効果を明らかにする｡
B.心停止ドナー肝グラフトに対するフリーラジカルスカベンジャーエダラボ
ンの効果に関する実験的研究
温阻血冷保存を被った肝グラフトの再潜流障害におけるラジカルスカベンジ
ャーであるエダラボンの効果を明らかにする｡
･･l
研究結果の要約
平成18年度には以下に述べる結果を得たo
A.心停止_ドナーからの肝グラフトに対する冷保存前潜流､及びどリベルジン添
加の効果の検討
【方法】雄性WisterRatを用いて､ 5群に分け肝摘出再潜流実験を施行した｡
a)コントロール群:心拍動下に全肝を摘出後､すぐに1時間の再潅流を施1J-･｡
b)心拍動F:グラフト(心拍軌)群:心拍動下に全肝を摘出｡ 6時間の冷保存後に
1時間の再濯流を施行｡ C)心停止下グラフト(心停止)秤:呼吸停止から死戦
期を経て心停止を誘導し､心停止後30分の温阻血をおいて全肝を摘出｡ 6時間
の冷保存後に1時間の再准流を施行｡ d)冷保存前潜流(前濯流)群:心停止群
と同様に全肝を摘出後､すぐに30分の保存前濯流を施行｡その後､ 6時間の冷
保存をおいて1時間の再港流を施行o e)どリベルジン(biliverdin:BV)群:保存
前濯流中に10〃molのどリベルジンを投与｡
各群とも検体数は5とした｡濯流は冷保存前潜流､冷保存後再潜流ともexvlVO
濯流装置を使用｡酸素化された37℃のクレブスー-ンゼライト液を経門脈的に
10 cm 1120で濯流させた｡冷保存には4℃のUniversity of Wisconsin (UW) solution
を用いたo
検討項目は門脈濯流液量､胆汁産生量､エネルギーステイタス､再潜流液中AST
濃度､ TNF-α濃度､病理組織所見､肝組織中malondialdehyde (MDA)である｡
【結果】コントロール群､心拍動群と比べ､心停止群では港流量､胆汁産生量
が有意に減少していた｡前潜流群では港流量､胆汁産生量とも心停止群よりも
有意に増加し肝微小循環及び機能の改善が見られたo BV群では､港流量は心停
止群よりも有意に増加し前湾流群と同等であったが､胆汁産生量は心停止群と
同等であった｡冷保存前のenergycharge､肝組織中ATP量は心停止群がHBD群
よりも有意に低下していたが､前濯流群では有意な回復が見られた｡その効果
は冷保存中も持続し､冷保存後のenergy charge､肝組織中Arp量も心停止群と
比べ前濯流群で有意に高値であった｡また､再濯流後のenergy charge､肝組織中
ATP量は前潜流群で心停止群と比べ有意に高く､ BV群は前港流群と比べ更に有
意に高く､ ATP再産生能､即ちグラフトviabllityの改善が示唆された｡再濯流
液中のGOTは､コントロール群､心拍動群と比べ､心停止群､前潜流群､ BV
群で有意に高かったが､ BV群では心停止群と比し有意に低値で細胞傷害の軽減
が見られたo　再潜流液中のrrNF-αは､コントロール群､心拍動群と比べ､心停
止群､前港流群で有意に高く､ BV群では心停止群､前濯流群と比し､有意な低
下が見られたo　病理所見では､前潜流群､ BV群で､心停止群と比べ､類洞の狭
小化､肝細胞の空胞変性が緩和されていた｡また､ BV群では心停止群､前湾流
群と比べ肝細胞のアポトーシスが減少傾向にあった｡肝組織中MDA量は､各
群に有意差は見られなかったが､前濯流群､ BV群で低い傾向にあった｡
【結論】冷保存前濯流によって心停止肝グラフトのエネルギーステイタスの改
善がもたらされ､それによってグラフトのviabillty及び機能の改善が得られる
ことが示唆された｡また､冷保存前潜流中のどリベルジン添加により､更なる
エネルギーステイタスの改善と再濯流障害の軽減がもたらされる可能性が示唆
された｡
B･心停止ドナー肝グラフトに対するフリーラジカルスカベンジャーエダラボ
ンの効果に関する実験的研究
【方法】雄性wistarラットを以下の3群に分け､ ex vivo摘出肝再濯流実験を施
行した｡ 1)心拍動下グラフト群(Heart-beating;HB群) :心拍動下に肝締出し､
6時間冷保存後再潜流D 2)心停止下グラフト群(Non-heart-beating ; NHB群) ,
開胸により心停止を誘導し､ 30分間の温阻血を置いた後､肝摘出､ 6時間冷保
存後再濯乱3)ェダラボン投与群(Edaravone ; ED群) :肝摘出､ 6時間冷保存
はNHB群と同様に施行し､再濯流液中にエダラボンを1mg/1の濃度で耐批3
群とも再潜流時間は60分間とし､その後にサンプルを採取したo検査項目は､
門脈潜流液量､胆汁産生量､生化学検査､過酸化脂質濃度､ TNF-α､ IL-lP､エ
ネルギーチャージ､開存類洞腔面積である｡
【結果】 NHB群に比してED群では脂質過酸化､炎症性サイトカイン産生が有
意に抑制され､エネルギーチャージ値､胆汁産生量､門脈濯流液量に有意な改
善を認めた｡微小循環の指標として算出した開存類洞腔面積は､有意な差を認
めないまでも､ NHB群に比LED群で改善傾向にあった｡
【結語】活性酸素種は温阻血冷保存によってもたらされる虚血再湾流障害にお
いて重要な役割を担っており､ユダラボンによる活性酸素種の抑制が心停止ド
ナーからの肝移植におけるグラフト機能改善に有効であると考えられたo
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A･心停止ドナーからの肝グラフトに対する冷保存前湾流､
及びどリベルジン添加の効果の検討
- I.ト-
研究方法
(I)実験動物
体竜215-295g雄性Wisterrat (日本エスエルシー)を用いて以下の5群を作成
Lf= (Figure I)o
(a)コントロール群･心拍動下に肝を摘出し､即座に再濯乱
(b) JL､拍動下グラフト(心拍動)秤:心拍動下に肝を摘出し､ 6時間の
冷保存後に再潜流｡
(C)心停止下グラフト(心停止)秤:開胸による呼吸停止から死戦期を
経て心停止を誘導し､ 30分間の温阻血をおいた後に肝を摘出0 6時間の冷保存
後に再港流｡
(d)冷保存前渡流(前潜流)群:心停止群と同様に肝を摘出後､ 30分間の冷保
存前港流を施行0　6時間の冷保存後に再准流o
(e)どリベルジン(biliverdin : BV)群.冷保存前潜流液に10pmolのBVを投
与｡
各群ともN-5とした｡
(2)手技
ベントパルビタール(50mg/kg)を腹腔内注入し全身麻酔を導入o正中切開に
て開腹後､総胆管に内径0.5mmのシリコンチューブを接続した22Gサーフロー
針外筒を挿入｡コントロール群では虚血の影響の無い正常肝をexvivo濯流系で
濯流した時の状態を観察するために､心拍動下に門脈に16Gサーフロー針外筒
を挿入し､肝上下部下大静脈切開による脱血後､全肝を摘出｡即座に再潜流を
行った｡心拍動群では､心拍動下に門脈カニュレーション､脱血後､ 4℃University
ofWISCOnSin (UW)液20mlにて門脈血をwashoutした後全肝を摘出し､ 4℃ uw
液中に冷保存したo心停止群､前湾流群､BV群では､胆管カニュレーション後､
経腹腔的に横隔膜を切開､呼吸停止から死戦期を経た心停止を誘導したo　心室
拍動の停止を心停止と判定し､開胸から心停止までの時間はTable2に示す通り
で各群間に有意差は認めなかった｡心停止後､ 30分間の温阻血を置き､心神動
群と同様の手順で全肝を摘L%その後､心停止群は4℃UW液中に冷保存し､前
濯流群､BV群では30分間の冷保存前港流を施行した後4℃ Uw液で門脈をwash
out L､ 4℃UW液中に冷保存した｡
(3)濯流方法
oikawaらが使用した回路1に若干の修正を加え､開放回路とし再潜流を行っ
た(Figure 2)o冷保存前濯流､冷保存後再潜流とも95%02/5%C02で飽和した37℃
のクレブスー-ンゼライト液を用いて経門脈的に10cmH20の潜流圧にて施行｡
冷保存後再濯流は60分間とした0 60分間の再潜流中､胆汁､及び肝静脈から流
出する濯流液を回収し後述する検討に用いたo再濯流後､直ちに肝を4℃のlactate
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ringer液20mlでwash out L､組織学的検討用の組織片を採取し､残りの肝組織
をfreezeclampしたうえで- 80℃で保存したo
(4)どリベルジン添加方法
Biliverdin dihydrochloride (MP Biomedicals, Califomia)を遮光下に2 mmol/L
NaOHで溶解し､ 2.5FLmOl/mlのBV溶液を作成､ -20℃で暗保私使用直前に
溶解し､ lactateringer液で0.5〃mol/mlに希釈｡ 30分間の冷保存前潅流中に､遮
光~f:に回路側管よりシリンジポンプを用いて40mlnlの速度で持続授与し､ BV
として10〃molを投与した｡
(5)検討項目
1)門脈港流量
60分間の再港流中に肝静脈から流出した湾流液を回収し､肝重量当たりの門
脈濯流量を算出した｡
2)胆汁産生量
60分間の再湾流中に総胆管から排出された胆汁を回収し､肝重量当たり
の胆汁産生量を算出した｡
3) Energy status
検体は､心拍動群･心停止群･前濯流群では冷保存直前､ 6時間の冷
保存後､ 1時間の再潜流後の3回､コントロール群･BV群では1時間の再潜疏
後のみ採取した(Figure 1)0
Tsukamotoらの方法2に若干の修正を加えて肝組織中のATP､ ADP､
AMP量を測定した｡即ち､液体窒素を用いてfreeze clamp L -80℃で保存した
肝組織を0･5N過塩素酸中でPOLYTRON PT3100 (KTNEMATTCA A(主　Luzem,
Switzerland)を用いて破砕した後､ 1500rpmx5分､冷却遠心し､上清を剛文｡さ
らに3000叩mX10分､冷却遠心した後に剛又した上清を水酸化カリウム､過塩素
酸を用いてpH6･0-7,6に滴定しアデニンヌクレオチドを抽出したoその後､
3000rpmxlO分､冷却遠心し､上浦lmlを回収｡孔径0.45LLmセルロースアセテ
ートメンブレンフィルター(03CPO45AS; Toyo Roshi Kaisha, Tokyo, Japan)を通
して遠心タイプセルロース膜限外液過カートリッジ(ULTRACENT30; TOSOH,
Tokyo, Japan)に注入､ 3000rpmx30分､冷却遠心し浦過されたものを-20℃で保
存し､測定時に解凍させたものを検体とした0 4℃下で60mMリン酸緩衝液
(pH5･0)を溶出液とし､ 1.Oml/minの流量でWakosil-Ⅲ 5C18HG columnを使用
して､ high-perfb-ance liquid chromatography (HPLC)法を用いて検体中のATP､
Al)P､ AMP量を測定した(Jusco HPLC analyzer system Gilliver900 series, UV970,
Jusco, Tokyo, Japan). Adenosine　5'-triphosphate sodium salt ､ Adenosine
5'-diphosphate sodium salt､ Adenosine 5'-monophosphate sodium salt (Sigma-Aldrich
corporation, St･ Louis,Missouri)を10LLmOl/1に調製したものをスタンダードとし､
ll-
検体20pl中のATP､ ADP､ AMP量(スタンダードは200pmol)を測定した後･
肝組織当たりのmol数(LlmOl/ど)を算出した｡ Energychargeは(ATP+015ADP)
/ (ATP+ADP+AMP)で計算した｡
4)再湾流液中AST (Aspartate aminotransferase)濃度
回収した再濯流液中のAST濃度を酵素比色法にて測定した(TA-Sこ
Nittobo. Fukushima, Japan) 0
5)炎症性サイトカイン
匝川又した再潜流液中のtumornecrosis factor cL (TNF-cL)濃度をenzyme
linked-lmmunO-SOrbent assay (ELISA)) kit (BioSource Rt TNF-cL kit; BioSource
l｡temati｡nal, lcn., Camarillo, Califbmia)を用いて測定した｡
6)組織学的検討
60分間の再潜流後､直ちに肝を4℃のlactateringer液20mlでwashout L､肝
の異なった5箇所から組織片を採取し10%ホルマリンで固定した後パラフィン
包埋した｡
a.ヘマトキシリン･エオジン染色
3/Lm切片を-マトキシリン･エオジン染色し､光学顕微鏡にて組織学
的検討を行った｡また､肝微小循環の評価のために､開存している類洞腔の面
積の割合を算出した｡即ち､ 100倍拡大にて1切片につき10箇所をランダムに
選択し､ Photoshop (Adobe Systems lnc., Sam Jose, Califomia )を用いて開存して
いる類洞腔を抽出し､ Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland)を用いて
類洞腔面積/ (観察部位面積一門脈又は肝静脈内腔面積)を計算したo l個体に
っき5切片を検討し､ l個体あたり50カ所の類洞開存面積率を計算した｡
b Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick endllabeling
(TUNEL)染色
ァポト-シスの検出のために､各ラットにつき3箇所の組織検体に対し､ ln
situCell DeathDetection Kit, POD (Roche, Germany)を用いてTUNEL染泡を行
った｡切片全体のTUNEL陽性細胞数､切片全体の面積を計測し､切片Imm2当
たりの陽性細胞数を算出した0
7)肝組織中malondialdehyde (MDA)
MDAは細胞傷害によって生じた過酸化脂質が分解されて生じ､酸化ストレス
の指標として広く用いられている3o肝組織中MDA測定はBioxytech MDA 586
assay kit (Oxis International lnc, Portland, OR)を用いて行ったo検体の作成は
Ge,hardらの方法4に沿って行った｡即ち､ -80℃にて保存した肝組織約200mg
を5mMのbutylated hydroxytoluene (BHT)含20mM Tris buffer (pH7･4) 700pl
中でDigital homogenizer (iuchi現AS ONE CORPORATION, Osaka, Japan)を用い
てホモジェネイトし､ 3000gxlO分､ 4℃で冷却嵐L,後､上浦を-80℃で保存した
12-
測定時､解凍した検体にBHT､ HClを加えpHト2とし60℃で80分間定
温放置し､蛋白とMDAの結合を加水分解させたo続いてdiluted MDA586Reagent
Rl (N-methy1-2-phenylindole in 25% methanol/75% acetonitrile)を加え混和し
13000gx5分遠心o上浦にHClを加え45℃で60分間定温放置した後､ 13000gx5
分遠心し､上清を回収｡ 586nmで吸光度を測定した｡スタンダード直線は
1人3,3-tetramethoxypropane (TMOP)を45℃､ 60分間の定温放置で加水分解L
MDAを産生させ､作成したo
Lowry法(DC protein assay, Bio-Rad Laboratories, Inc,Hercules, CA)を用いて同
検体の蛋白濃度を測定し蛋白量当たりのMDA量(nmol/gprotein)を算出した｡
(6)統計学的処理
測定結果はmean j= standard deviation (SD)で示したo各群間の比較はMann
WhitneyのU検定を施行し､ P<0.05を有意差ありとした｡
研究結果
(1)門脈港流量
心停止群ではコントロール群､心拍動群と比べ有意に門脈濯流量が減少した
が､前濯流群により心拍動群と同等まで改善した(Figure3)o BV添加による効
果は明らかではなかった｡
(2)胆汁産生量
心停止群では､著しい胆汁産生量の低下を来した｡それが､前准流により有
意差を持って改善したが､ BV添加ではその改善効果が認められなかった(Figure
4)0
(3) Energy status
l) Energy charge
いずれの群においても冷保存前から冷保存後にかけて緩やかに減少し､再准
流によって冷保存前値以上に回復した｡前潜流群では冷保存前のenergy charge
が心停止群よりも有意に高く､冷保存前准流によるenergy chargeの改善が認め
られた｡その効果は6時間の冷保存を経ても持続し冷保存後も心停止群よりも
有意に高値を示した(Figure 5, Table3)｡
再湾流後のenergy chargeでは､前潜流により心停止群に比べ有意に改善し､
BV添加により更に改善し､付加効果が認められた(Figure6,Table3)0
2)肝組織中ATP量
各群とも冷保存前から冷保存後にかけて減少し､再湾流によって冷保存前値
以上に回復した｡前潜流群では冷保存前の肝組織中ATP量が心停止群よりも有
意に高く､冷保存前潜流による改善が認められた｡その効果は6時間の冷保存
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を経ても持続し､冷保存後も前濯流群は心停止群と比べ有意に改善が見られた
(Figure 7, Table 4)o
再濯流後の肝組織中ATP量はコントロール群と比べ心拍動群で有意に減少し､
心停止群では更に減少していた｡前湾流群は心停止群と比べ有意に高値で酸化
的リン酸化能の改善が見られ､ BV群では更に改善しコントロール群と同等であ
った(Figure 8, Table4)0
(4)再濯流液中AST濃度
コントロール群､心柏動群と比べ温阻血を経た心停止群､前港流群､ BV群で
は有意に高値を示し､心停止肝グラフトが両港流後に強い細胞傷害を受けるこ
とが示唆された｡前激流群は心停止群と比較して低い傾向にあったが､有意差
は見られなかったo BV群では心停止群と比較して有意に低値を示し､細胞傷害
の軽減が見られた(Figureや)0
(5)炎症性サイトカインTNF-α濃度
コントロール群､心拍動群と比べ温阻血を経た心停止群､前濯流群では
有意に高値であったが､ BV群では心停止群､前濯流群と比し有意に低値で炎症
反応の軽減が見られた(Figure 10)0
(6)組織学的所見
l )Hematoxylin and eosin染色
心拍動群では類洞構造は保たれており､コントロール群(FigurellA)と比べ
肝細胞の腫脹が軽度見られているが空胞変性は見られなかった(Figure llB)｡
心停止群では肝細胞の腫脹､類洞内皮細胞の脱落による類洞腔の狭小化や肝細
胞の空胞変性が広範囲に認められた(Figure llC)o前潜流群､ BV群では心停止
群と比べ､類洞腔の狭小化は軽減し(Figure Il°-1､ llE-1)､空胞変性も区域性
に見られたが心停止群よりは軽減していた(FigurellD-2､ llE-2)｡
開存している類洞腔の面積の割合は､前潜流群､ BV群では心停止群に比し有
意に高値で改善が見られ､心拍動群と同等であった(Figure 12)0
2)TUNEL染色
TUNEL陽性細胞は心停止群､前潜流群で多く､ BV群では心拍動群と同程度
までアポトーシス細胞の軽減傾向が見られたが､これら4群間で有意差は見ら
れなかった(Figure 13)0
(7)肝組織中malondialdehyde (MDA)
各群間に有意差は見られなかったが､前潜流群､ BV群で低い傾向にあった
(Figure 14)o
考察
今回我々は､死戦期を経て30分間の温阻血をおいた肝グラフトに対し､酸素
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化された37℃のbufferを用いて30分間の冷保存前港流を行いenergy statusに与
える影響を調べるとともに､その影響が再潜流後のグラフト機能の改善､障害
の軽減につながるかを検討した｡その結果､冷保存前潜流によりenergy charge､
肝組織中ATP量とも改善が認められたoその効果は冷保存を経ても保たれ､前
潜流群では再潜流中の門脈港流量､胆汁産生量､肝組織中∬p量､ energy charge
(energy status)が改善された｡前潜流液-のBV添加は､ energystatusにおいて
更なる改善効果を示した｡また､再濯流液中のAST､ TNF-α濃度はBV添加に
より有意に低下した｡病理所見では､類洞の狭小化､肝細胞の空胞変性が前濯
流又はBVにより緩和され､ BV添加によりTUNEL陽性細胞の減少傾向が認め
られた｡肝組織中Mr)A (脂質過酸化反応)は前潜流及びBV添加により低下傾
向を示した｡
Energychargeは代謝の維持､進行に重要であり､肝のviabilityの指標として用
いられてきている5,6｡また､動物実験7,8,9のみならず臨床での移植肝における検
討.Oでも､再潅流後のATPの再産生能､即ち再濯流後の肝組織中ATP量はグラ
フトviabilityの指標になるとされている｡今回､冷保存前湾流によって心停止グ
ラフトで再濯流後のenergy charge､肝組織中ATP量の改善が見られたことは､
冷保存前潜流によって回復した酸化的リン酸化能によって再濯流後にATPの産
生が行われ､グラフトのviability改善につながる可能性が示唆された｡
類洞腔の狭小化は肝細胞の空胞変性､腫脹､類洞内皮細胞の脱落によって起
こり5JI門脈血流の低下12､ひいては肝微小循環の悪化をもたらすo Exvivoの実
験系では肝微小循環は門脈港流量によって表されるが､今回､冷保存前潜流に
よって再潜流時の門脈流量の改善が得られ､これに関連して病理標本で計測し
た類洞面積の狭小化にも軽減が得られた｡ Energy statusと肝徴小循環の関係の詳
細は明らかではないが､再潜流後のenergy statusが改善したことによりATPas｡
依存性ポンプの機能が保たれ､肝細胞の膨化､空胞変性が抑えられた可能性が
考えられる｡ただ∴rsukamotoらは､ ATP合成の正常化は肝移植の成功に必要で
はあるが､十分ではないと述べており2､ ene.gy slatusの改善以外の因子が肝微
小循環の改善に寄与した可能性もあり､更なる検討が必要である｡
胆汁産生能はグラフト機能のパラメーターであるとともに､組織内のATP量
を反映すると報告されている10ら13｡我々の実験では冷保存前潜流により胆汁産生
量の有意な上昇が見られ､ energystatusとともにグラフト機能の改善が示唆され
た｡
虚血下に置かれた臓器は再酸素化を受けることにより虚血再潜流障害を被る
ことが知られている｡今回の実験では冷保存前湾流を行うことにより温阻血後
の冷保存前潜流､冷保存後の再濯流と2度の虚血･再潜流を受けることから再
湾流障害が増悪する可能性も考えられた0 -般に温阻血に続く再濯流障害は､
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再潜流から2時間以内に起こり､主にクッパ-細胞によるreactiveoxygenspecies
の産生･放出に伴う酸素化ストレスが特徴的なinitial phaseと､再潜流から6-48
時間後に起こり好中球を介した炎症反応が主体をなす1atephaseの2つの相に分
けられるとされる14へ】70今回の実験における冷保存前濯流は湾流時間が30分間
であることからinitial phaseの再湾流障害が関与したグラフト障害が生じる可能
性は否定できない｡しかし､我々は､動物実験の移植モデルにおいてクッパ-
細胞の除去がレシピェントの生存率向上に必ずしも寄与しなかった2,18こと､そ
の一一万でenergy statusがグラフトviabilityの指標となり9110､レシピエントの生
存率とも関連している718ことから､ energystatusを改善させることに注目し､冷
保存前潜流を施行したo　その結果､前濯流群において､再港流後の細胞傷害の
増悪､グラフト機能の低下といった再濯流障害の増強を思わせる所見は認めら
れなかったo　しかし､今回の実験では､血球成分を含まないbufferを用いて再濯
流を行っていることや再潜流時間も1時間と短いことから､冷保存前潜流のグ
ラフトに対する長期的な影響､あるいは実際に移植された場合の有効性につい
ては今後の検討課題となった｡
BVはheme oxygenase (H0)により-ムが分解されることによりCO､ Fe2+
とともに産生されどリベルジンレダクタ-ゼによりビリルビンに分解されるo
HOの生理学的効果を担うとされ12､ビリルビンとともに内因性の抗酸化物質と
して働く19｡また､サイトカイン抑制効果のほか､ドナー-の術前投与､または
再湾流液内-の付加によって冷保存後の肝グラフトにおいても機能改善やアポ
トーシスの減少､レシピエント生存率の上昇が報告されている■2｡
今回の結果では冷保存前湾流中-のBV添加によりenergy status改善の付加軌
巣が認められ､グラフトvlabilityの改善に寄与する可能性が示唆された｡しかし
ながら､再潜流時の門脈准流量で示されるグラフトの微小循環はBV群と前湾流
群で同等でありBVによる付加効果は認められず､また､ BV群の胆汁産生量は
前潜流群と比し有意に少なく心停止群と同等であったo　その原因は明らかでは
ないが､ Katoらのビリルビンを用いた実験では､冷保存後の肝グラフトに対す
る少量･短時間のビリルビンの投与がグラフトの胆汁産生量の改善､再濯流障
害の軽減をもたらすのに対し､長時間の投与により胆汁産生量が減少し細胞障
害も悪化することが示されており､その原因を肝に蓄積したビリルビンの細胞
毒性にあるとしている200 -方､ Fondevilaらは冷保存後の肝グラフトに対する
実験で､ ex vivoでの2時間の再港流中にBVを投与し胆汁産生量､細胞障害と
も改善が見られBVによる毒性はなかったと報告している120今回の実験でも､
再濯流時の細胞障害に関しては前潜流群と比べ軽減しており　BVの毒性による
影響は考えにくい｡しかし､今回の実験は死戦期･温阻血を経た肝グラフトに
BVを投与した点がFondevilaらの実験とは異なっている｡主に冷阻血下では類
h　-
洞内皮細胞が､温阻血下では肝細胞が障害されることが知られている7.ll,2lo従
って､ BVの代謝の場である肝細胞が温阻血障害を被ったことにより､投与され
たBVを処理できず､特に胆汁産生量に関しては前潜流群と比し減少するという
結果がもたらされたとも考えられるが､この点に関しては今後の検討課題とな
った｡
今回の結果からは､冷保存前潜流のみでは組織標本での肝細胞の空胞変性の
軽減及び肝組織中MDA値の低下傾向が見られたものの､濯流液中のAST､ TNF
-α濃度で表される細胞傷害､炎症反応の有意な軽減は見られなかったoこれら
の細胞傷害､炎症反応は温阻血･再濯流障害によって惹起されたと考えられる
が､ BV添加によって有意な軽減が見られた｡これはBVの抗酸化作用､サイト
カイン抑制作用によると考えられるが､細胞傷害の軽減により細胞のネクロー
シスが軽減され､また､TNF-αは肝細胞のアポトーシスを誘導する22,23ことから､
サイトカイン抑制作用によるTNF-αの低下がTUNEL陽性細胞の減少傾向､即
ちアポトーシスの軽減に寄与し､組織としてのenergystatusの改善につながった
ものと考えられた｡
結論
心停止肝グラフトに対する冷保存前潜流はグラフトのenergy status､_及び
viabilityの改善に有効であった｡また､冷保存前港流にどリベルジンを付加する
ことにより更なるviabilityの改善とともに､再濯流障害が軽減される可能性が示
された｡
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Table I. Energy chargeの推移.
冷保存前 凭)]ｹ?ﾎ2緯Hﾖ?ﾉ+ﾉ??再濯流後 
心拍動群 ??s3ｨ???ェ?0.176±0.0400a ??SΛ7??S#R?
心停止群 ??Sx?????.117±0.0094 ??c8???S?
前潅流群 ??????Sf?0.241±0,0313iL ?紊?ｨ?????
a:p<0.05 vs,心停止群
Table 2.肝組織中ATP量(pmol/g)の推挽
冷保存前 凭)]ｹ?ﾎ2緯H?zﾉ+ﾉ??再濯流後 
心拍動群 ?紊c?ﾓ????0.191±0.0470a ?經C?ﾓ??sr?
心停止群 ??????#?0.080±0.0202 ??s?ﾓ??s2?
前濯流群 ??????C??.237±0.0663a ?經????砺?
a:p<0.05 vs.心停止群
-20
Figure I.実験プロトコール.
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Figure 2. Ex vivo還流モデル:肝グラフトは敢素化された37℃のクレフスーヘンゼライト液にて
経門脈的に濯流される.
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掩胆管へ
肝グラフト
Figure 3.再濯流時門脈濯流i･
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Figure 4.再濯流時胆汁産生量.
閤闘
如⊥一tわーm〓∪
田コントロール群■心拍動群園心停止群田前潜流群E]BV群
a:p<0.05 vs.心停止群, b:P<0.05 vs.前湾流群, C:p<0.05 vs. BV群
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Figure 6.再濯流後のenergy charge.
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pmol/g
Figure 7.肝組織中ATP量の推移.
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Figure 8.再濯流後の肝組織中ATP量.
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Figure 9.再湾流液中AST灘度.
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空胞変性 類洞腔狭小化
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Figure I 1.再濯流後肝グラフト光学顕微鏡所見( × 100)
A:コントロール群, B:心拍動群,C:心停止群,D:前湾流群, E: BV群
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Figure 12.組織切片中の類洞腔の面積の割合
上岳. I.仙Ⅷ間
ロコントロール群■心拍動群園心停止群田前潜流群EjBV群
a:p<0.05 vs.心停止群, b:P<0.05 vs. BV群
Figure 13.組織切片1mm2当たりのTUNEL染色陽性細胞数
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Figure 14.再濯流後肝組織中MDA量.
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B.心停止ドナー肝グラフトに対するフリーラジカルスカベ
ンジャーエダラボンの効果に関する実験的研究
-32-
研究方法
1.実験動物
本動物実験は､東北大学医学系研究科動物実験委員会により承認を受け､米
国のNational Institutes of Healthにより発行された"Guide for the Care and Use ｡f
Laboratory Animals"に基づき施行した｡
280g-310gの雄性wistarラット(日本チャールズリバー)を以下の3群に分
け､摘出肝の常温酸素化潜流を行ったtoなお､ラットは餌と水分を自由摂取さ
せ､手術前に絶食を設けなかった｡
1)心拍動下グラフト群(Heart-beating ; HB群,n-7) :心拍動下に肝を摘出し､
6時間の冷保存後再湾流｡
2)心停止下グラフト群(Non-heart-beating ; NHB艶n-8) :開胸による呼吸停
止から心停止を誘導し30分間の温阻血を置いた後､肝臓を掃出し､ 6時間の冷
保存後再潜流｡
3)エダラボン投与群(Edaravone ; ED艶n-7) :肝摘出､ 6時間冷保存はNHB
群と同様に施行｡再湾流液中にエダラボン(Figurel)を1 mg/1の濃度で添加0
3群とも潜流時間は60分間とし､准流液および肝組織をサンプルとして採取し
た｡
2.肝摘出法
ラットはベントパルビタールナトリウム(50 mg/kg体重)腹腔内投与による
全身麻酔後､正中切開により開晩総胆管にシリコンチューブ(内径0.5mm､
外径l･0mm)を挿入し､全身-パリン化(heparin 1000単位n'g体重､静脈内投
与)を行った｡ HB群においては門脈に14Gテフロン静脈留置カテーテルをカッ
トダウン法で挿入後直ちに下大静脈を切開し､ 10cmH20の定圧で4｡C乳酸リン
ゲル液20 m1､ 40C University of Wisconsin solution (UW液) 20 mlを用いて肝内門
脈血をwashoutした｡その後肝を摘出し､ 4oCUW液中に6時間冷保存した｡
心停止モデルであるNHB群およびED群においては､ HB群と同様に全身-
パリン化した後､経腹的横隔膜切開による開胸を施行することで呼吸停止を引
き起こし､それに続く心停止を誘導した｡開胸から心停止までの時間は､ 2群間
に有意な差を認めなかった(622.5秒士117.尽vs.638.8秒±102.1)｡心停止後30
分間室温に放置し､温阻血を置いた後､門脈にカテーテルを留置し､ HB群と同
様に門脈血をwashout､肝を精出した｡摘出肝は同様に4｡CUW液に単純浸潰し
て6時間の冷保存を置いた0
3.潜流方法
exvivo肝濯流実験は､ Gores■らの非循環回路(Figure 2)を用いた｡回路は0.5%
クロルエキシジン液にて30分循環消毒し､ 0,2LLmフィルターを通した蒸留水で
洗浄の後使用した｡潜流液は､ 95%0～/5%CO2飽和クレブスー-ンゼライト溶液
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を用い､ 10 cmH20にて60分間常温定圧濯流した｡潜流終了後サンプルとして
採取した潜流液は､各々の検討項目測定まで-80oCで保存し､肝組織は､一部を
組織学的検査用に10%中性ホルマリンで固定し､他部を液体窒素にて凍結させ
た後､各々の検討項目測定まで-80oCで保存した0
4　検討項目
1)門脈濯流液量､胆汁産生量
60分間の潜流中､ 15分毎に肝静脈から流出した潅流液量を測定し､ラット肝
重量当たりの門脈湾流液量を算出したo　同様に15分毎に総胆管から流出した胆
汁量を測定し､ラット肝重量当たりの胆汁産生量を算出した｡
2)生化学的検査
濯流60分間で流出した濯流液中のAsparate aminotransferase (AST)濃度､ alanine
aminotransferase (ALT)濃度､および1actate dehydrogenase (Lr)H)濃度を酵素比
色法にて測定した｡ (AsT,ALT : Iatron Laboratories, Tnc., Tokyo) (LDH : Wako Pure
chemical Industries, Osaka)
3)過酸化脂質
凍結保存肝組織を冷却下HPLCグレード精製水中にホモジェナイズしたo　末
破壊の組織を除くため2000rpm,4oCで5分間遠心し上浦を採取､再度2000叩m,
4oCで5分間遠心し､その上清を本検査のサンプルとしたo Fe2'のレドックス反
応を利用したIipid hydroperoxide assay kit (〔ayman Chemical Company, Michigan,
UsA)を用いて､ヒドロベルオキシド濃度を比色法で測定したo　また同サンプ
ルの蛋白量をBCA蛋白質定量法(pierce,Rock ford,lL)にて定量し､ヒドロベル
オキシドをmg蛋白質量当たりの濃度で算出した｡
4)炎症性サイトカイン
潜流液中のTNF-cL､ lL-1βをenzyme-linked immunosorbent assay kit (BioSource
fntemationa1, Inc., Camarillo, CA)にて測定した｡
5)エネルギー代謝の検討
肝組織中のAdenosine triphosphate (ATP) ､ adenosine diphosphate (ADP) ､
adenosine monophosphate (AMP)濃度を､従来の方法に若干の修正を加えて高速
液体クロマトグラフィー(high-performance liquid chromatography : HPLC)にて
測定した20　ヌクレオチド抽出のため､肝組織を0.5N過塩素酸中で冷却下にホ
モジュナイズした｡ 3000叩m､ 4oC､ 10分間の遠心分離を2回行い､上浦をKOH
にてpH6.0-7.6に滴定し､ 3000rpm, 4oCで10分間遠心したo上浦をUltracent-30
(TosohCo･,Ltd･,Tokyo,Japaヮ)にて嬢過し､ HPLCの検体とした｡ HPLCシステ
ムは､ Jasco HPLC Ap81yzer System (Nihon Bunko, Tokyo, Japan)を､カラムは
W水osi1-ll 5C18 HG column (Wako Pure Ch印lical Industries, Osaka, Japan)を使用し
た.溶出液は60mMリン酸緩衝簡(pH5,P,毎混)を使用し､流速は1･Oml/分と
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した｡また､所定濃度のATP､ ADP､ AMP (SigmaChemical, St. Louis, MO, USA)
溶液を作成し､ HPLCにて測定することにより検量線を求めた｡ Energy charge
値は､ Atkinsonの式: energy charge -(ATP+ 0.5ADP)/(ATP+ADP十AMP)を用い
て算出した〕｡
6)誘導型NO合成酵素の検討
肝組織中の誘導型NO合成酵素(inducibleNO synthase ‥ iNOS)濃度を､ウェ
スタンプロット法にて測定した｡蛋白質抽出のため肝組織をプロテアーゼイン
ヒビターカクテル(Complete Mini, EDTA-free ; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany)を含有したTrisバッファー(10mM Tris at pli7.5, 10mM NaCl, 0.1mM
EDTA,015%TritonX-100)で冷却下にホモジュナイズした｡ 15,000rpm､ 4｡C､ 10
分間の遠心分離を2回行い､上清を回収し､サンプルバッファー(lmMTris_HCl
at pH6･8､ 4% SDS､ 12% β-mercaptoethan01､ 20% glycerol､ 0,01% bromophenol blue)
を添加した0回収した上清の蛋白量はBCA蛋白質定量法(pierce,RockfWd,IL)
にて定量した｡
ウェスタンプロット法は以下の方法で行った｡ 50〃gの蛋白抽出液を12%
SOS-polyacrylamide gelにて泳動後､ polyvinylidene di什uoride (PVDF)膜に転写し
た｡転写した膜を5%スキムミルク添加pBS-T (0.1% Tween-20添加pBS)にて
ブロッキングし､ 5%スキムミルク添加pBS-Tにて10,000倍希釈したiNOS一次
抗体(BD Biosciences Pharmingen, CA, USA)と4oCで一晩反応させた｡二次抗
体はhorseradish peroxidase (HRP)標識抗ウサギIgG抗体(cell Signaling
Teclmologies, Beverly, MA, USA)を使用し､ 5%スキムミルク添加pBS-Tで希釈
し､ 1時間反応させた｡目的とする蛋白質の検出は､ ECL (the enhanced
chemiluminescent, Amersham Phamacia Biotech)法に準じた｡化学発光はルミノ･
イメージアナライザー(LASl1000, Fujifilm, Tokyo)で撮影した｡蛋白発現の定
量分析は､lmage Gauge for Windows Version 3.45 (Fujifilm, Tokyo)で撮影の解析
を行い､同サンプルから得られたActin発現量との相対比として算定した｡ Actin
の一次抗体は､ SantaCruz Biotechnology (SantaCmz, CA, USA)より購入し使用
した0
7)開存類洞腔の検討
微小循環障害の評価のため､組織標本にて開存類洞腔面積比率を算出した
(Flgure 3)D標本は､ 60分間濯流後の肝組織を10%中性ホルマリン固定し､ヘ
マトキシリンーエオジン染色を施したものを用いた｡光学顕微鏡にて100倍率の
視野を各検体につき無作為に10視野ずつ画像ファイルとして取り込み､画像の
色彩をPhotoshopソフトウェア(Adobe,SanJose,CA)にて白黒二元化(黒:開
存類洞腔､白:肝構成細胞や閉塞した類洞領域)した後､ NIHImageソフトウェ
ア(U･S･ National I岬itut¢ of Health, Bethesda, MD)を用いて白黒各々のピクセル
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数をカウントし､黒ピクセル数/全ピクセル数比率を算出した｡グリソン鞘内
の動脈､門脈､胆管､および中心静脈内腔はカウントされるピクセルから除外
した｡
5.統計学的検討
データは平均値士標準偏差(sD)で表した｡また､各群間の有意差について
はStatView　ソフトウェア(SAS Institute In°., Cary, NC, USA)を用いて
Mann-WhitneyのU検定を施行し､ P<0.05を有意差ありとした｡
研究結果
1門脈湾流液量､胆汁産生量
門脈准流液量は､ NHB群ではHB群に比し有意差はないものの低下傾向を認
めた(一　しかし､ NHB群で見られた低下は､ ED群において改善を認め､港流開
始15分､ 30分､ 45分､ 60分全ての時点でNHB群に比し有意に高値を示した
(Figure 4A) a
胆汁産生量は､ NHB群で全ての時点でHB群に比し有意な低下を認めたが､
Er)群ではNHB群に比して全ての時点で有意な改善を示した(Figure 4B)0 ED
群の胆汁産生量はHB群の産生量には及ばず､その差は全ての時点で有意なもの
であった｡
2生化学的検査
濯流液中のAST値は､ HB群に比してNHB群では有意に高値を示したが､ ED
群ではその上昇は改善され､ NHB群に比して有意に低値を示した(Figure5A)o
Lかし､ ED群でのAST値はHB群よりも高値で､その差は有意であった｡
潜流液中のLDH値は､ HB群に比してNHB群で有意な上昇を示したが､ ED
群ではその上昇は改善され､ NHB群に比して有意に低値を示した(Figure5B)D
しかし､ ED群でのAST値はHB群よりも高値で､その差は有意であったo
濯流液中のALT値は測定限界値以下であった0
3過酸化脂質
肝内ヒドロベルオキシド濃度は､ HB群に比してNHB群で有意に高値を示し
たが､ ED群ではNHB群で認められた濃度上昇は改善され､ NHB群に比して有
意に低値を示した｡また､ ED群の濃度はHB群に比しても有意に低値を示した
(Figure 6) a
4炎症性サイトカイン
湾流確中のTNF-α濃度は､ HB群に比してNHP群で有意に高値を示した｡ ED
坤ではその上昇は改善され､ NHB群に比して有意に低値を示した(Figure 7A)o
潅流液中のIL-1β濃度は､ HIi群に比してNHB群で有意に高値を示した｡ ED
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群ではその上昇は軽減され､ NHB群に比し有意に低値を示したが(Figure7B)､
HB群の濃度には及ばず､ HB群と比しては有意に高値であった｡
5エネルギー代謝
Energy charge値は､ HB群に比してNHB群で有意に低下を認めたが､ ED群で
その低下は軽減され､ NHB群に比し有意に高値を示した(Figures)｡
6誘導型NO合成酵素
肝内でのiNOS発現は､ NHB群で若干高値を示すものの､いずれの群間でも
顕著な差は無く､有意差は認めなかった(Figure9)｡
7開存類洞腔面積
光学顕微鏡所見は､ HB群では類洞腔が十分保たれている部分が多く認められ､
肝細胞の変性も少なく構造が良好に保たれていたのに対し､ NHB群では構造が
破壊された類洞が目立ち､肝細胞の空胞状変性が広範囲に認められた0 NHB群
でのその様な変化は､斑状に不規則な分布を呈したo EI)群では､ NHB群と比
し洞腔の保たれた類洞が多く認められ､肝細胞の変性も少なかった(Figure 10)｡
開存類洞腔面積比率は､ HB群に比してNHB群で低下し､ ED群ではその低下
が低減される傾向にあった(Figure ll)｡しかし､いずれの群間にも有意差は認
めなかった｡
考察
虚血再潜流障害早期においてROSは､臓器障害をもたらすエフェクターであ
るだけでなく､メディェ一夕-としても大きな役割を担っていると考えられて
いるMoそこで､強力なラジカルスカベンジャーであるエダラボンが､温阻血
冷保存を被る心停止ドナー肝グラフトの機能改善に有効であるかを検討した｡
その結果､エダラボンを再濯流液に加える事により､門脈濯流液量･胆汁産生
量の増加､脂質過酸化の抑制､肝酵素の逸脱低減､エネルギー代謝の改善､炎
症性サイトカインの産生抑制を認め､心停止ドナー肝グラフトの機能改善に有
効性を示した｡
本研究は､臨床的なuncontro11ed NHBDからの肝移植を想定したものであり､
casavillaらの報告9を元に､ 30分間といった温阻血時間の設定や心停止前処置
の有無など､臨床的状況を反映するような肝グラフト摘出過程を計画し､さら
にuncontrolledNHBDとして､開胸による心停止を誘導したいわゆる死戦期を被
ったモデルを使用した｡本モデルは､経横隔膜切開による開胸により呼吸停止
を引き起こし､引き続き心停止が誘導されるが､開胸から心停止までの約10分
間にわたって全身-の血流低下が徐々に起こることで､腸管は壁色調の蒼白化
や嬬動低下といった肉眼的な虚血性変化を呈し､肝グラフトは萄血も加わり暗
紫色の色調変化を呈した0本モデルの肝グラフトは､そのような虚血状態の腸
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管からエンドトキシンやTNF-αの放出等の影響を受け､また肝グラフト自体も
彰血による障害を被ると考えられるIO,日｡ zhangらは､本心停止モデルが塩化カ
リウム注射による心停lLモデルと比して心停止後のATPase活性やTNF-α濃度､
動脈血酸素分圧に有意に違いがあることを報告している1O｡心停止ドナー移植を
想定した本実験においては､このモデルを使用するのが適切と考えられた｡
本研究において心停止ドナー肝グラフトの機能改善を目的に用いたェダラボ
ンは､ヒドロキシラジカルを消去する強力なフリーラジカルスカベンジャーで
あり､本邦で急性脳梗塞の治療薬として適応のある薬剤である｡エダラボンの
肝障害に対する有用性についてもいくつか報告されている中､ Konoらのリボポ
リサッカライドによる肝障害に対してのエダラボンの効果12や､ Abeらの低酸
莱_再酸素化を施されたラット肝細胞に対してのエダラボンの効果の報告13から､
エダラボンは濃度依存性に肝障害軽減効果を示すと考えられる｡Abeらの報告で
は､ 1.74mg/lの培養液中ユダラボン濃度で酸化ストレス低減の最大効果を得られ
ており､Ninomiyaらの温阻血のみ14､あるいは冷保存のみt5を被った肝のexvivo
再港流実験での報告では､ 1mg/lの潜流液中エダラボン添加で肝虚血再潜流障害
の軽減に効果があったと報告しているD　脳梗塞治療の投与量でのエダラボン最
高血中濃度は､健常成人において0.888mg/1であり､本研究においては､臨床-
の外挿を考慮し､エダラボンを湾流液中に1mg/1の濃度で添加することでその効
果を検討することが適切と考えられた｡
ROSによる肝構成細胞への直接的な酸化ストレスは､非酵素的な反応で生体
膜のリン脂質を過酸化させ､細胞膜の機能形態を変質させる事である4-Jo本研
究において､温阻血を被った肝グラフトは､心拍動下に摘出した肝グラフトに
比べて肝内ヒドロベルオキシドが増加していたが､エダラボンを加えたバッフ
ァーにより再潜流を行うことで､肝内ヒドロベルオキシドは減少したo　このこ
とから､エダラボンは心停止ドナー肝グラフトにおいて､ ROSによる脂質過酸
化反応を抑制したと考えられた｡同様な実験結果としては､冷保存を置かない
温阻血肝の再潜流実験において､エダラボン投与が脂質過酸化の副産物である
マロンジアルデヒドの生成を抑制したとの報告もあるI40また､逸脱酵素である
ASTの濯流液中の濃度がエダラボンにより減少したことから､エダラボンによ
るROS消去が細胞膜脂質過酸化を抑制し､細胞膜の障害軽減に繋がったと考え
られた｡
肝グラフトの細胞機能維持において､エネルギー代謝は重要な要素の一つで
ある｡エネルギー代謝を評価する指標として用いられるenergy charge値は､臓
器機能と正の相関を示し､グラフト機能評価にも用いられる3o okataniらは､
肝門部部分クランプによる部分温阻血ラットモデルにおいて､エダラボン投与
がエネルギー代謝の中心となるミトコンドリアの膨化といった構造破壊を抑制
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し､ミトコンドリア機能の保持に効果があったと報告している160また､ Abe
らの報告では､分離培養したラット肝細胞に低酸素一再酸素化を施した際に､ユ
ダラボン投与が培養液中のATP凍度を改善させたE30本研究において､ energy
chargeは､心停止下摘出の肝グラフトでは心拍勤下摘出の肝グラフトに比べて低
下したが､エダラボン投与下再濯流によりその低下は抑制された｡このことか
ら､エダラボンのROS消去作用により､心停止ドナー肝グラフトのミトコンド
リア傷害が軽減され､その結果､エネルギー代謝障害が改善したと考えられたD
また､心停止ドナーグラフトに認められた胆汁産生の低下がエダラボンにより
改善したDこれは､エネルギー代謝の改善が､肝グラフトの包括的機能を示す
胆汁産生の改善をもたらしたものと考えられた｡
肝温阻血再潜流障害を被った肝グラフトでは､類洞の*,)､化や閉塞が認めら
れ､これらが肝グラフトの微小循環障害をもたらし､ひいてはグラフト機能不
全に大きく関わっていると考えられている17J8｡類洞の狭小化や閉塞の原因とし
ては､類洞内皮細胞の変性および細胞死による細胞脱落や､再潜流時に誘導さ
れるエンドセリン等の血管収縮因子とNO等の血管拡張因子の不均衡等が報告
されている19～2】o類洞徴小循環障害の指標としては､門脈濯流量が古典的では
あるが､非常に明解で一般的に用いられている｡本実験における門脈濯流量の
検討では､従来の報告通り心停止ドナー肝グラフトで門脈濯流量の減少が認め
られた｡一方､エダラボンの再潜流液-の添加により門脈准流量は増加し､エ
ダラボンの心停止ドナー肝グラフト類洞徴小循環障害軽減効果が示唆されたo
肝内循環の評価手段として､生体顕微鏡､近赤外線分光計､造影MRI等が報告
されているD Schauerらは､ラット肝を生体顕微鏡で観察し､実際に潜流のある
類洞腔の割合や､類洞に集積接着した好中球数を算出して微小循環障害を評価
している220本研究では､ -マトキシリンーエオジン染色標本上で開存している
類洞腔を画像処理による抽出後､対肝実質面積の割合で定量化して肝内徴小循
環の評価を試みたo心停止ドナー肝グラフトでは､類洞の狭小化や閉塞してい
る領域がびまん性あるいは斑状に不規則な分布を示し､循環障害をきたしてい
る部分はheterogonousに存在していたoその為､異なった肝薬より切片を作成し､
1切片から10視野を抽出した解析を行い､できうる限り肝全体の類洞開存率を
表現するように努めたロその結果､エダラボンの添加により平均値では開存類
洞面積の比率は増加し､微小循環改善効果が示唆されたが､個々の測定値にば
らつきが大きく､有意差には至らなかったo切片作成時のアーティファクトや､
色彩の二元化の際に生じる誤差の影響も考えられ､今後の検討課題と思われた｡
さらに､血管収縮因子と血管拡張因子の不均衡が類洞狭小化の原因の-つと考
えられている点に着目し､虚血再潜流時のNO動態に関与する誘導型NO合成酵
秦(iNOS)をウェスタンプロット法にて測定し､その検討も試みた｡その結果､
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心拍勤下摘出肝グラフトiNOS発現量と心停止下摘出肝グラフトiNOS発現量の
間には有意な格差は認められなかったo iNOSは､肝虚血再潅流障害において再
潜流開始後4から6時間で誘導されるといった報告があり23､本実験の1時間再
潜流ではiNOSは誘導前段階であることからこのような結果となったと考えら
れたo
肝虚血再濯流障害において､TNF-cLやTL-lPは非常に重要なメディェ一夕-で
あるoつまり､ ITNF-cLは､ epithelial neutrophil-activating peptide 78等のケモカイ
ンを誘導し､好中球の遊走､活性化をもたらし､さらにはクッパ-細胞のROS
放出をも誘導する24-26｡また､ ILllβは､クッパ-細胞からのさらなるTNF-a
の産生や､好中球のROS産生を誘導する27128｡さらに､ TNF-αは､肝細胞のミ
トコンドリア障害をもたらし､細胞死を誘導する等､それ自身が臓器障害をも
たらすエフェクターであると考えられている29,300そして､これら炎症性サイト
カインは､クッパ-細胞除去によりその産生が抑制されること等から24131､クッ
パ-細胞が主な産生細胞と考えられているo ROSの炎症性サイトカイン産生-
o)関与については､ ROSがクッパ-細胞活性化あるいは細胞内シグナル伝達系
を直接活惟化させてサイトカイン産生を誘導すると報告されている32,33｡ suzuki
らは､ラット肝部分虚血モデルにおいてエダラボンがrmF-α､ IL-1βのmRNA
発現を抑制したと報告しており34､本研究においては､ユダラボンが心停止ドナ
ー肝グラフト港流液中の炎症性サイトカイン濃度を低下させた｡ ROS消去が､
温阻血再濯流に伴うクッパ-細胞活性化並びに炎症性サイトカイン産生を抑制
したと考えられた｡
我々は､心停止ドナー肝グラフトのexvivo潜流実験モデルを用いて､ ROS消
去作用を持つエダラボンが生体膜の脂質過酸化､炎症性サイトカイン産生を抑
制し､胆汁産生に代表される肝機能､濯流量や類洞開存率に代表される徴小循
環を改善することを兄いだしたo　本研究は､濯流用バッファーによるexvivo再
湾流実験であることから､白血球や血小板といった血球成分が再潜流障害時に
もたらす作用は肝グラフト機能に反映されないu　また､非再循環回路による潜
流であるため､肝グラフトから生成されたメディェ一夕-がグラフト自体に及
ぼす影響は軽減されている可能性が考えられる｡エダラボンは､本exvivo再港
流実験により心停止ドナー肝グラフト移植の実用化において有望な薬剤となる
可能性が示唆されたが､より頑強な効果検証に向け､肝移植実験による今後の
更なる検討が必要と考えられた｡
結論
ROSは温阻血冷保存によってもたらされる虚血再濯流障害において重要な役
40
割を担っており､ユダラボンによるROS抑制が心停止ドナーからの肝移植にお
けるグラフト機能改善に有効であると考えられた｡
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Figure 1
ユダラボン科学構造式
MCT-I 86 (31methy1- I -phenyl-21PyraZOlin-5-one)
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Figure 2
Figure 2
再潜流回路図
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Figure4
10cmH20常温定圧濯流中の門脈潜流液量､および胆汁産生量の樵
移｡ NHB群に比し､ ED群にて潜流開始15分､ 30分､ 45分､ 60分全て
の時点において門脈濯流液量は有意に高値を示した(A) o胆汁産生
量も､ NHB群に比し､ ED群にて全ての時点で有意に高値を示した
(a) ｡
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60分間常温定圧港流で流出した潜流液中のAST濃度､およびrJDH
濃度｡ AST濃度､ LDH濃度ともに､ NHB群に比LED群にて有意に低
値を示した(A) (B) 0
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再准流後の肝組織中のヒドロベルオキシ濃度｡ ED群は､ HB群およ
びNHB群に比し､有意に低値を示した｡
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Figure7
60分間常温定圧湾流で流出した潜流液中のTNF-α濃度､およびlL-
1β濃度｡ TNF-α濃度､ IL-1β濃度ともに､ NHB群に比LED群にて
有意に低値を示した(A) (a) ｡
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Figure 10
再潜流後の肝光学顕微鏡所見D IOO倍率視野(A､ B､ C)および
400倍視野(D､ E､ F) a HB群(A､ D)では､類洞腔が十分保たれ
ており､肝細胞の変性も少なく構造が良好に保たれていた｡ NHB群
(B､ E)では構造が破壊された類洞が目立ち､肝細胞の変性も顕著
であるのに対し､ ED群(C､ F)では､洞腔の保たれた類洞が多く､
肝細胞の変性も少なかった｡
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